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OSSZEFOGLALAS

A vilag szamos laboratoriumaban kisérleteznek a kiilonféle haszondllatok termékenyito
anyaganak fagyasztva torténd tarolasaval. Kisérleteink célja, hogy megvizsgaljuk a fagyasztas
elotti ekvilibracios ido meghosszabitasanak hatasat a kanspermiumok membranintegritasara.
Munkank soran hét kantol vettiink ejakulatumot és kétféle modon kezelve fagyasztottuk le a
mintdakat. Az egyik kezelés egy oraval hosszabb ekvilibracios idot tartalmazott. A fagyasztas
elotti kezelések egyes lépései és a fagyasztast koveté felolvasztdas utan a termékenyito
anyagokbol mintat vettiink és a Kovdcs-Foote féle festést alkalmazva megvizsgaltuk a
spermiumok életképességet és akroszomdjanak épségét, osszehasonlitva a ket hiitési eljardst. A
kisérletet nydaron és dsszel is elvégeztiik, hogy az esetleges szezondlis kiilonbségekre is fényt
deritstink. A hosszabb ideig tarto ekvilibraltatds kedvezé hatdassal volt a spermiumok
eletkepessegére, az élo, ép akroszomaju spermiumok aranya szignifikansan magasabb volt a
hosszabb pihentetést kovetden, mint a kontroll esetében. A nyari és az Oszi kisérleteink
eredmeényeit atlagolva a hosszabb pihentetés a spermiumok motilitasi eredményeiben is
szignifikans kiilonbséget hozott. A ketféle fagyasztasi eljaras eredményeként létrejott
termekenyitési anyagokat folyékony nitrogénben taroljuk, és a jovoben termékenyitéseket
terveziink végezni, hogy ellenorizziik a két hiitési eljaras alkalmassagat.
(Kulcsszavak:termékenyitd anyag, spermamélyhiités, hosszabb pihentetés, életképesség,
motilitas, farokfestés)
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Several laboratories make experiments with freezing of sperm of various livestock. The aim
of our present work was to examine the effect of the extension of equilibration time before
freezing on the membrane integrity of boar spermatozoa. In pursuance of our work,
ejaculates of 7 boars were taken and the samples were cryopreserved by two freezing
methods. One of the methods has one our longer equilibration time than the other one. After
treatments before freezing and after warming the sperm, samples were taken and thereafier
were stained by the method of Kovdcs-Foote. Afterwards the motility and the integrity of the
acrosome were examined, and the two treatments were compared. To examine possible
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seasonal differences the experiments were done in summer and in autumn, too. The longer
time of equilibration has positive effect on the viability of spermatozoa and the rate of live
spermatozoa with intact acrosome was significantly higher in the longer equilibration group
than for the control (P<0.05), and the average motility results of the two seasons show
significant difference. The difference between some individuals was not significant. We also
didn’t find significant difference between the results of the summer and autumn experiments.
Now, the treated sperms are stored in liquid nitrogen. We plan to make inseminations with
these sperms in the future to control the suitability of both freezing methods.

(Keywords: semen for fertilization, semen deep freezing, longer equilibration, live and
motility, tail stainig)

BEVEZETES

A vildg szamos laboratoriumaban végeztek és végeznek kutatomunkat a kiilonféle
haszonallatok termékenyitd anyaga hosszitdva tarolasanak megoldasara. Legered-
ményesebbnek a fagyasztva torténd tarolas bizonyult, annak ellenére, hogy a fagyasztas
¢és a felolvasztas felére csokkenti a spermiumok motilitdsat (7Tuli és mtsai., 1992). A
tulélé mozgékony spermiumok mozgasa mas, kevésbé aktiv, mint a friss ejakulatum
spermiumaié (Verheyen és mtsai., 1993). A legtobb mesterséges termékenyitést
folyékony allapotu higitott spermaval végzik ugyanazon a napon, melyen levették a
termékenyitd anyagot, vagy 1-5 napos 15-20°C-on torténd tarolast kdvetéen (Johnson és
mtsai., 2000). Fagyasztott sertés sperma 1975 ota szerezhetd be mind pellet, mind
szalmaban tarolt formaban (Johnson és mtsai., 2000).

A mai napig hasznalt kiilonféle fagyasztasi alaptechnikak dontd 1épései lényegében
megegyeznek. Eltérések elsGsorban az ekvilibracios id6 hosszaban, az egyes fazisok
sorrendjében, a spermium-koncentracio beallitasaban illetve a higitasban és a fagyasztas
iitemében és a csomagolas szisztémajaban adodnak. Mindegyik technika alkalmazza a
centrifugalas el6tti szeminalis plazmaban valo ekvilibraciot, a centrifugalast, a koncentralt
Szamos kutatocsoport sajat higitot fejlesztett ki a fagyasztashoz: Polge és mtsai. (1970);
Graham és mtsai. (1971); Crabo és Einarsson (1971); Visser és Salamon (1974); Pursel és
Johnson (1971, 1975); Westendorf és mtsai. (1975); Larsson és Einarsson (1976a);
Paquignon és Courot (1976). Gadea és mtsai. (2004) a felovasztd higitoba glutationt — L-
v-glutamil-L-cisztein-glicin — (GSH) keverését javasoljak, mert méréseik szerint 32%
csokkenés tapasztalhatd a fagyasztas utin a friss termékenyitd anyaggal Gsszehasonlitva
(P<0,001). Azt tapasztaltdk, hogy a GSH felovaszté higitdba adagolasa ndvelte a
kanspermiumok termékenyitd képességét in vitro koriilmények kozott.

Sokan foglalkoztak a tarolni kivant termékenyit6 anyag kiilonféle csomagolasi modjaival.
2 ml-es lapos szalmat Weitze és mtsai. (1988) valamint Ewert (1988), 5 ml-es milanyag tasakot
pedig Rodriguez-Martinez és mtsai. (1996) alkalmaztak elGszor, jelenleg egyik sincs mar
hasznalatban  (Johnson és mitsai., 2000). Barmely eljaras, melyben a spermiumok
testhomérsékletr6l gyors iitemben kozel fagypontig hiilnek irreverzibilisen befolyasolja a
spermiumok életképességét. A fagyasztas-felolvasztas tilélése szempontjabdl a spermiumok
szamara a sejtmembran allapotanak valtozasa dontd jelentdségi. Optimalis védelmet kellene
biztositani a plazmamembran részére a procedtira alatt. A membran azonban nem egy homogén
sejtalkoto, igy hasonld kezelésekre a spermiumok kiilonbozd részei masképp reagalnak. A
kansperma kiilonds érzékenységet mutat a fagyasztasi kezelésekkel szemben. A sertés
spermiumok néhany oras inkubacidval rezisztenciat szerezhetnek a hiitési karosodasokkal
szemben (Pursel és mtsai., 1973). Kiilonboz6 adalékanyagok a sériilésekkel szembeni tovabbi
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rezisztencia kialakulasat eredményezhetik. A tojassargdja, mely a gazdasagi allatok esetében
védelmet nyujt a hidegsokkal szemben 6nmagaban nem okoz hasonl6 fokt védettséget a sertés
spermiumoknal (Benson és mtsai., 1967), de Orvus ES Paste-vel kombinalva igen. (Pursel és
mtsai., 1978a; Strzezek és mtsai., 1984). A hiités okozta sériilések bizonyos antioxidansok, mint
a ditret-butyl-kresol (DTBK), az echinochrom (Golyshev, 1985) és a butilalt hidroxitoluin
jelenléte alacsony foku, percenkénti 5°C hiitési sebesség mellett ndveli a spermiumok
¢lethosszat (Bamba és Cran, 1992). A mai napig nincs olyan tokéletes fagyasztasi eljaras,
amely magas szinvonalon megorizné a kansperma termékenyitd képességét. A motilitassal
egyiitt az akroszoma vizsgalata is széles korben hasznalt a fagyasztott felolvasztott
kanspermiumok életképességének vizsgalatakor, mivel az akroszéma funkciondlis épsége
elengedhetetlen a fertilizdcié mechanizmusaban (Larsson, 1985).

Pavelko és Crabo (1976) legkevesebb négy és fél oras ekvilibracids idot ajanlanak
ahhoz, hogy kielégité eredmény sziilessen. A hazai és a nemzetkozi gyakorlatban kétszer
két oras ekvilibracios idével torténik a kansperma eldkezelése a fagyasztast megelézden.
Jelen kisérletiink célja, hogy 0Osszehasonlitsuk a hagyomanyos és egy oraval
meghosszabbitott pihentetési idé hatdsat a kanspermiumok életképességére ¢és
membranintegritasara, valamint az esetleges szezonalis kiilonbségekre is fényt deritsiink,
ezeért a kisérletet nyaron és Osszel is elvégeztiik.

ANYAG ES MODSZER

A kisérleteket a debreceni Mesterséges Termékenyité Allomason végeztiik el. Az
esetleges szezonalis kiilonbségek feltarasara az egész vizsgalatsorozatot kétszer hajtottuk
végre, egyszer a nyar és egyszer az sz folyaman. A fagyasztas eldtti spermakezelések
soran harom kiilonféle higito keriil a levett termékenyité anyaghoz.

— Az l-es szamu higito Osszetétele: 37 g gliikoz, 6 g natrium citrat, 1,3 g natrium-
bikarbonat, 1,3 g EDTA, 0,8 g KCl, 0,6 g penicillin, 1 g dihidro-streptomicin 1000
ml-re kiegészités.

— A ll-es szamu higito dsszetétele: 80 ml 11%-os laktdz oldat, 20 ml tojassargaja

— A Ill-as szamu higito osszetétele: 89,5 ml IlI-es higito, 1,5 ml Orvus ES Paste, 9 ml
glicerin.

Elsoként a frissen levett ejakulatum mennyiségét, a spermiumkoncentracidt, és a
spermiumok motilitasat értékeltiik. Az Uppsalaban kidolgozott médszer (Larsson, 1985)
szerint 50 ml 30 °C-os sperméahoz 150 ml 30 °C-os I-es szdmu higitot ontottiink, majd a
mintat 15 °C-on harom 6ran at pihentettiik. Az ekvilibraltatas utan centrifugalas kovetkezik
800 g-n 10 percen keresztiil. A feliiluszo ledntésre keriil Ggy, hogy kb. 25 ml koncentralt
sperma maradjon. A mintat ismét higitottuk Il-es szamu higitoval 1:1 aranyban. Ezt
ismételt pihentetés koveti, melyet 5 °C-on két oran at végeztiink. A Ill-as szamu higitot
ezutdn adtuk a mintihoz 5 °C-on, hogy elérjiik az 100x10%ml-es sejtkoncentraciot. Ezt
kovetéen a termékenyitd anyagot 0,5 ml-es miiszalmaba toltottik és kezdetét vette a
fagyasztas. A mintat 5 °C-r6l 3 °C/perces sebességgel -6 °C-ra hiitdttiik és egy percet allni
hagytuk. Ezutan -100 °C-ra csokkentettik a minta homérsékletét 20 °C/perces hitési
sebességgel. A végleges tarolas folyékony nitrogénben torténik. A felolvasztas soran a
szalmakat 40 masodpercre 50 °C-os vizfiirdobe helyeztiik, majd tartalmukat atontottiik egy
alkalmas taroléedénybe és szobahdmérsékleti I-es szamu higitoval 5 ml-re egészitettiik ki.

A kisérletbe bevont hét kantol alkalmanként (nyar illetve Osz) ejakulatumot
gyljtottiink és kétféle elokészitést kovetden fagyasztottuk le. A mintak egyik felét az
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uppsalai el6irast nem valtoztatva (kontroll), masik felét az I-es szamu higité hozzaadasa
utani ekvilibraci6 1d6 egy oraval vald megnovelésével (kezelés). A spermakezelés egyes
Iépései utan minden esetben mintat vettiink, kenetet készitettiink és a Kovacs-Foote féle
festési eljarast (Kovdcs és Foote, 1992) alkalmazva fénymikroszkop alatt 1000-szeres
nagyitas mellett vizsgaltuk meg a plazmamembran és az akroszoma épségét (é16, ép
akroszomaji ondosejtek szazalékos aranya, L1%), 200-200 sejtet értékelve kenetenként.

A kisérleti adatokat Microsoft Excel segitségével redneztilk és a Statistica for
Windows 6.0 statisztikai szoftverrel értékeltiik. Végiil t-probaval igazoltuk kisérleti
eredményekben meglévé szignifikans kiilonbségeket. A rdvidebb és hosszabb
ekvilibracios idével tortént fagyasztasi kisérletek adatai atlaganak és szorasanak
meghatarozasat kovetden az adatok egytényezOs statisztikai analizisét végeztik el.
Kiilon hasonlitottuk 6ssze a festési adatokat (€16, ép és motilis spermatozoak aranya), és
kiilon a szabad szemmel végzett motilitas vizsgalat adatait.

EREDMENY ES ERTEKELES
Els6ként a nyaron elvégzett kisérletek eredményei keriilnek bemutatasra. A Kovacs-Foote
féle festést alkalmazva a fest6dott spermium farkat tartalmazd csoportokat vizsgalva
szignifikans kiilonbség van a hagyomanyosan hiitétt és a kezelt csoport kozott. (1. dbra)

1. abra

Box-whisker diagram. A kontroll és a kezelt csoportok festési adatainak (é16, ép és
motilis spermiumok) atlag, atlagtszoras, és minimum-maximum értékei (nyar)
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Figure 1: Box-whisher diagram. The mean, mean+SD, and minimum-maximum Live
Intact and motile % value of control and treated groups (summer)

Szintén szignifikans kiilonbség adodott a kontroll és a kezelt csoportok motilitas
vizsgalatanal. A kiilonbséget a 2. dbra mutatja be.
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2. abra

Box-whisker diagram. A kontroll és a kezelt csoportok motilitasvizsgalatanak atlag,
atlagtszoras, és minimum-maximum értékei (nyar)
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Figure 2: Box-whisher diagram. The mean, mean=SD, and minimum-maximum motile %
value of control and treated groups (summer)

Mind a kezelt, mind a kontroll csoporton beliili vitalitast é&s motilitast egyiittesen feltard
festési eredményeket Osszehasonlitva a szabad szemmel végzett motilitasi
eredményekkel azt tapasztaltuk, hogy a kozottikk adodo kiilonbségek szignifikansak.

Az 6sszel elvégzett kisérletek kontroll és kezelt csoportjai kozott annak ellenére,

hogy kozottiik 1ényeges eltérések lathatok, nincs szignifikans kiilonbség. A 3. és a 4.
abra ezeket az eredményeket mutatja be.
A nyaron és Osszel elvégzett kisérletek eredményeit atlagoltuk és elvégeztiik a t-probat.
Osszehasonlitottuk a kezelt és a kontroll csoportok 4tlageredményeit kiilon az
¢letképességet és motilitast feltaro festés esetében, és kiilon a mozgasvizsgalat
tekintetében. Mind a festési eredmények, mind a szabad szemmel végzett motilitas
eredmények statisztikai vizsgélatakor szignifikans eltérés volt kimutathaté a kezelt
csoport javara. Az egyes egyedek eredményeit is dsszehasonlitva azt tapasztaltuk, hogy
kozottik nincs szignifikans kiilonbség. A nyaron és az Osszel elvégzett kisérlek
eredményei kozott sem adodott szignifikans eltérés.

KOVETKEZTETESEK

Hossza idejt tarolas soran a spermiumokat fagyasztjak, ebben az allapotban taroljak és
felolvasztjak majd termékenyitenek velilk. A sertés spermiumok barmiféle tartositasa, de
kiilonosen a fagyasztds és az azt kovetd felolvasztas csokkent életképességet
eredményeznek (Paulenz és mtsai, 1995). A sikeres termékenyitést nehéz eldre megjosolni
a fagyasztott felolvasztott sperma in vitro mindségi becslésébdl (Woelders, 1990).
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3. abra

Box-whisker diagram. A kontroll és a kezelt csoportok festési adatainak (é16, ép és
motilis spermiumok) atlag, atlag+szoras, és minimum-maximum értékei (6sz)
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Figure 3: Box-whisher diagram. The mean, mean+SD, and minimum-maximum Live
Intact and motile % value of control and treated groups (autumn)

4. abra

Box-whisker diagram. A kontroll és a kezelt csoportok motilitasvizsgalatanak atlag,
atlagtszoras, és minimum-maximum értékei (6sz)
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Figure 4: Box-whisher diagram. The mean, mean=SD, and minimum-maximum motile %
value of control and treated groups (autumn)
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Egyes tulajdonsdgok, mint a normal akroszéma (Xu és mtsai, 1998), normal fej és farok
morfologia (Gadea és Matas, 2000), és a progressziv elérehaladé mozgas (Ivanova és
Mollova, 1993; Flowers, 1997) pozitiv 0Osszefliggést mutatnak a termékenyitd
képességgel.

Az akroszoma épségének és a plazma membran integritdsanak vizsgalati eredménye
jol jelzi a sperma mindségét, és gyakran hasznaljak a fagyasztott és felolvasztott sertés
sperma ¢letképességének becslésére (Vazquez és mtsai, 1999). Vizsgalatunkban a friss
ejakulatum motilitasi eredményeibdl nem lehet kovetkeztetni az ugyanazon kantol
szarmazo fagyasztott felolvasztott sperma varhat6é motilitasi eredményeire jelezve, hogy az
egyes kanok termékenyitd anyagéanak fagyaszthatosaga kozott jelentds kiilonbség van. A
tarolt sertés spermiumok rovid ideig élnek a néi nemi szervekben (Pursel és mtsai, 1978b),
ezért a 37,8 °C-on torténd 4 ords inkubalas utani spermamindség vizsgélat pontosabb
informéaciot ad a sertés spermium termékenyitd képességérol, mint a felolvasztast kovetd
azonnali motilitasi vizsgalat (Larsson és Einarsson, 1976b).

Gyakori az eltérés a motilitési és a vitalis festési eredmények kozott (Koehler, 1985). A
sikeres termékenyitéshez nem elegendd a spermiumfej membranjanak strukturalis épsége.
Sziikséges, hogy a spermium motilis is legyen, mivel a feji résziikon nem fest6dott, élének
tekintett, de farkukon fest6dott spermiumok, a farokmembransériilések kdvetkeztében nem
mozognak, igy termékenyitésre nem képesek (Nagy és mitsai., 1999). A hoémérséklet
valtozasa jelent6sen befolyasolja a kanspermium fej plazma membranjanak permeabilitasat
(Canvin és Buhr 1989). A membran épségének megorzése kulcsfontossagu e tekintetben. Az
ekvilibraciora azért van sziikség, mert eldsegiti a spermiumok fagyasztas és felolvasztas alatti
karosodéasokkal szembeni ellenallasat. A rezisztencia kialakuldsa valosziniileg a spermium
membranjanak a szemindlis proteinekkel valo interakciojanak koszonhetd (Pavelko és Crabo
1976). Kisérleteinkben az ekvilibracios id6 meghosszabbitasa kedvezd hatassal volt a
spermiumok életképességére, az €16, ép akroszomajii és motilis spermiumok aranya
szignifikdnsan magasabb volt a hosszabb pihentetést kovetden, mint a kontroll esetében. A
motilis spermiumok aranya az ekvilibracios id6 eldrehaladtaval fokozatosan né (Pavelko és
Crabo 1976). A nyari és az 6szi kisérletek atlageredményeit értékelve azt tapasztaltuk, hogy a
hosszabb pihentetés a spermiumok motilitasi képességében is szignifikans valtozast okozott.
A fagyasztas elotti kezelés alatti pihentetés hatasara mind a nyari, mind az dszi mintakban az
€10, ép akroszomaju sejtek aranyanak - bar nem szignifikans, de kisebb mértékii - emelkedése
meglepd. Nagy és mtsai. (2004) fagyasztott felolvasztott bikasperma négy 6ras inkubalasanak
elsd fél ordjanak a végén azt tapasztaltdk, hogy az €10, ép akroszomaju sejtek aranya kis
mértékben emelkedett, ezzel parhuzamosan a holt/ép akroszomaji sejtek ardnya csokkent.

A kisérleteink soran eléallitott, kétféle kezelést kovetden fagyasztott termékenyitd
anyagokkal, melyeket folyékony nitrogénben tarolunk, a jovében termékenyitéséket
fogunk végezni, hogy megallapitsuk a sperma el6kezelésiink hatasossagat.
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